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Resumen

La secuenciaciéon de los genomas de hominidos extintos ha redefinido nuestra
comprension de los origenes de los humanos modernos. Analizamos ~ 120 kb de una
captura de exoma del ADN del cromosoma Y de un individuo neandertal de El Sidron,
Espana. Investigamos su divergencia con la de secuencias ortdlogas de chimpancé y de
humanos modernos. Encontramos un fuerte apoyo a un modelo que coloca el linaje
neandertal como grupo externo al de los cromosomas Y de los humanos modernos,
incluyendo A00, un haplogrupo basal muy divergente. Estimamos que el tiempo desde el
ancestro comun mas reciente de los cromosomas Y de neandertal y de los humanos
modernos es de aproximadamente 588 mil afios (95% IC: 447-806 mil afios). Este es
~2.1 (95% IC: 1.7-2.9) veces mas largo que aquel del ancestro comtn entre A0O y los
otros linajes humanos existentes. Esta estimacion sugiere que la divergencia del
cromosoma Y refleja la divergencia entre las poblaciones ancestrales a los neandertales y
a los humanos modernos, y refuta escenarios alternativos de un origen relativamente
reciente o superarcaico de los cromosomas Y de neandertales. El hecho de que el
cromosoma Y de neandertal que describimos nunca haya sido observado en los humanos
modernos, sugiere que este linaje probablemente esté extinto. En este estudio,
identificamos diferencias en algunas de las proteinas codificadas por los cromosomas Y
del neandertal y de los humanos modernos, incluyendo cambios potencialmente
perjudiciales en los genes PCDHI11Y, TMSB4Y, USP9Y y KDM5D. Tres de estos cambios
producen sustituciones en las cadenas aminoacidicas, y estos tres genes producen
antigenos menores de histocompatibilidad masculino-especificos (H-Y). Por ejemplo, se
cree que antigenos derivados de KDMS5D provocan una respuesta inmune materna
durante la gestacion. Es posible que incompatibilidades en uno o més de estos genes
hayan jugado un papel en el aislamiento reproductivo de los dos grupos.

Introduccion

Uno de los objetivos centrales de la Genética de Poblaciones Humanas y la
Paleoantropologia es dilucidar las relaciones entre las poblaciones antiguas. Previo a la
aparicion de los humanos anatomicamente modernos en el Pleistoceno Medio hace ~ 200
mil afios ', los humanos arcaicos vivian en Africa, Europa y Asia en poblaciones



altamente diferenciadas. Las poblaciones humanas modernas que se expandieron fuera de
Africa durante el Pleistoceno Superior recibieron una modesta contribucion genética de al
menos dos grupos de hominidos arcaicos: los neandertales y los denisovas >~
Especialmente a la luz de las hipotéticas incompatibilidades genéticas entre los
neandertales y los humanos modernos °, es importante el caracterizar la diferenciacién
entre sus poblaciones ancestrales e investigar posibles barreras al flujo genético.

Cuando las poblaciones divergen entre si, cada una conserva una parte de la
variacion existente en la poblacion ancestral. Consecuentemente, los tiempos de
divergencia de las secuencias suelen superar a los tiempos de divergencia de las
poblaciones, y este efecto es mas pronunciado cuando el tamafio efectivo de la poblacion
ancestral era grande. En los seres humanos, una fraccion importante de la diversidad
genética se debe a polimorfismos antiguos que surgieron mucho antes de la aparicion de
rasgos anatomicos modernos. Como resultado, los haplotipos de los neandertal y de los
modernos son, a menudo, no mas divergentes de lo que lo son entre si las secuencias
humanas modernas,” y este hecho complica la bisqueda de segmentos gendomicos de
introgresion. Sin embargo, dos caracteristicas facilitan el descubrimiento de estos Gltimos
67 En primer lugar, debido a los bajos niveles de polimorfismo entre los neandertales, °
las secuencias de introgresion son a menudo muy similares a las de las de referencia del
neandertal. En segundo lugar, estas regiones presentan un desequilibrio de ligamiento
elevado debido a que la mezcla ocurrio en fecha relativamente reciente, hace
aproximadamente 50 000 afios *'°. Aunque se han identificado secuencias de introgresion
neandertal en autosomas y en el cromosoma X de humanos modernos, ninguna secuencia
de genoma mitocondrial (ADNmt) de origen neandertal se ha reportado en los seres
humanos modernos, y las secuencias del cromosoma Y de neandertales aun no han sido
caracterizadas.

Debido a que los tamafios efectivos de poblacion de los /oci heredados de forma
uniparental son mucho menores que aquellos de los /oci autosomicos o ligados al
cromosoma X, las diferencias esperadas entre tiempos de divergencia de la secuencia y
de las poblaciones son mas pequenas. Por lo tanto, el estudio de estos /oci puede ayudar a
determinar un limite superior para el tiempo transcurrido desde la ultima vez que las
poblaciones intercambiaron material genético. Hasta la fecha, se han secuenciado los
genomas completos de cinco individuos neandertales con 0.1x de cobertura o mayor >,
pero todos eran hembras. También hay disponibles secuencias completas del ADNmt de
ocho individuos de Espafia, Alemania, Croacia y Rusia '"'?, pero la relacion entre el
cromosoma Y neandertal y el de humanos modernos se desconoce aun.

En este trabajo, analizamos ~ 120 kb de la captura de exoma de la secuencia del
cromosoma Y de un neandertal macho de aproximadamente 49.000 afios (**C no
calibrado)", proveniente de El Sidron, Espafia '*. Comparamos la secuencia con las de
referencia para humanos y chimpancés, y con las secuencias de dos individuos Mbo '
que llevan el haplogrupo A00, el grupo con la ramificacion mas antigua conocida '°.
Identificamos la relacion entre los cromosomas Y del neandertal y del hombre moderno,
y estimamos el tiempo de su ancestro comin mas reciente (TACMR). También
examinamos las diferencias codificantes y exploramos su potencial importancia para el
aislamiento reproductivo.



Materiales y Métodos
Datos de secuencia y procesamiento

Usamos la secuencia del cromosoma Y de la captura de exoma de un neandertal
de El Sidron, Espafia * y descargamos las secuencias completas de dos cromosomas Y de
A00 . Los datos del individuo neandertal incluyeron secuencias codificantes, no
codificantes y secuencias no seleccionadas especialmente por la captura; las secuencias
de estos tres tipos fueron mapeadas contra la referencia hgl9. Como las secuencias de
A00 tenian una relacion muy estrecha '>'°, las combinamos para incrementar la cobertura.
Usamos SAMtools mpileup (version 1.1) '7 para determinar las secuencias tanto de
neandertal como de A00, especificando opciones de entrada para contar pares de lectura
andémalos (-A), recalcular la calidades de lectura (-E), y establecer los umbrales de la
calidad de lectura (-Q 17) y la calidad del mapeo (-q 20).

Luego identificamos las regiones solapadas y excluimos coordenadas para las
cuales la cobertura era inusualmente alta, filtrando los sitios con cobertura mayor a la
media mas 5 veces su raiz cuadrada (Figura S1). Bajo un modelo de Poisson, este punto
de corte provocaria la pérdida de menos de uno de cada 10 000 sitios genuinos. Por
ultimo, eliminamos los sitios que presentan inconsistencias en las secuencias producidas
por los fragmentos que las cubren. Descartamos aquellos sitios en los que mas de dos
fragmentos indican un alelo distinto del consenso y aquellos para los cuales mas de un
tercio de los nucledtidos observados no coinciden con el consenso. Este filtro deberia
reducir al minimo los efectos de dano en el ADN post mortem y de la contaminacion
moderna.

Usando el archivo de blastz chrY.hgl9.panTro4.net.axt.gz '°, identificamos el
subconjunto de regiones dentro de las cuales las secuencias humanas se alinean con la de
referencia de chimpancé. Esto arrojo un total de 118 643 pares de bases (pb). En lo que
sigue, nos referiremos a este conjunto de sitios como ‘Filtro 1°. También identificamos
un segundo conjunto de regiones, mas restringido, con un total de 100 324 pares de bases,
‘Filtro 2°, al requerir también que el alineamiento correspondiera al cromosoma Y, y no a
otro cromosoma en chimpancé (Tablas S1a y S1b).

Para cada posicion dentro de estas regiones, determinamos si el neandertal, A0O, o
ambos, diferian de la secuencia de referencia humana. A continuacion, con el fin de
asignar la mutacion a la correspondiente rama del arbol que relaciona las cuatro
secuencias (Figura 1a), utilizamos el alelo correspondiente de chimpancé como
representante del estado ancestral. De este modo, se descartaron cinco sitios: dos en los
cuales el cromosoma de chimpancé tiene un tercer alelo, uno en el que el cromosoma de
chimpancé tiene una delecion, y dos que eran especificos para el AOO pero que estaban
apoyados solamente por una unica secuencia. La exclusion de estos sitios tuvo un efecto
pequefio en nuestro analisis.

La estimacion de TACMR

Para estimar el TACMR de los cromosomas Y del neandertal y del humano
moderno (7nr), descompusimos esta cantidad (Figura 2) como la suma de los TACMR
de los humanos modernos (7ar) y €l tiempo que separa al ultimo ancestro comun de los



humanos modernos de su ancestro comun con el linaje neandertal:

Tyg = Tyrp + Tyy = aTyg

TNM
a= <1 + —)
TAR

A continuacion, estimamos 7ar y usamos dos métodos para estimar .

Para estimar Tar, utilizamos los datos de secuencia de la muestra antigua de Ust-
Ishim °, previamente aplicando los filtros descriptos para la secuencias de A00. Para
reducir el impacto potencial del dafio post mortem en el ADN, limitamos el analisis a las
coordenadas cubiertas por al menos tres lecturas de secuenciacion. Restringimos aiin mas
el analisis al subconjunto de las regiones de Poznik et al. (2013) ' en los que la secuencia
de referencia humana se basa en clones de BAC derivados del individuo RP-11 %, quien
porta un cromosoma Y del haplogrupo R1b. Esto deja ~7,83 Mb de secuencia dentro de
los cuales asignar variantes a las ramas apropiadas (Figura S2, Apéndice A). Usando la
edad conocida del individuo Ust'-Ishim y el procedimiento de optimizacion con
restricciones descripto en Rasmussen et al. (2014) ', obtuvimos estimaciones de
bootstrap paramétrico para Tar, asi como para la tasa de mutacion y la TACMR del
haplogrupo K-M526 (Apéndice A). En pocas palabras, tomamos muestras del proceso
que gener6 el arbol observado (Figura S2), simulando el numero de variantes
nucleotidicas (SNVs, por sus siglas en inglés) en cada rama a partir de una distribucion
Poisson con media igual al nimero observado de mutaciones. A continuacion,
maximizamos la probabilidad de replicar cada arbol con respecto a Tag, la tasa de
mutacion y el TACMR de K-M526 para asi obtener muestras de bootstrap de estos tres
parametros.

En nuestro primer enfoque para estimar o, utilizamos el niimero relativo de
mutaciones asignadas a las ramas a, d, y e (Figura 1), asignando los cuatro sitios que no
se ajustaban a la topologia de consenso al AOO o al linaje de referencia, segun fuese el
caso (Apéndice A). La proporcion del tiempo representado para la rama a es:

Ta _ TNM _ (0{ - 1)TAR _ a—1
T,+Ty+T, Tym+2Tar (@—1)Tag+2Tag a+1

Por lo tanto, suponiendo que la tasa de mutacion es homogénea en el tiempo, el nimero
de mutaciones del ramal a tiene una distribucion binomial con parametros
p=(a—1)/(a+ 1)y n igual al nimero total de mutaciones. La estimacion de p a
partir de los datos conduce directamente a una estimacion puntual y al intervalo de
confianza para a. Este primer método tiene la atractiva propiedad que ser independiente
tanto de la tasa de mutacién, como de los valores absolutos de los tiempos. Sin embargo,
el error de estimacion puede ser sub-Optimo debido a la presencia de incertidumbre tanto
en el numerador y como en el denominador.

En el segundo método, estimamos a a través de la relacion 7nxw/Tar, teniendo en
cuenta que la estimacion de Tar tendra mayor certeza que la de Txm. Para estimar Ty,
limitamos nuestra atencién a las secuencias que se superponen con las ~8,8 Mb
analizadas por Karmin et al. ', quedando 80 420 pb (Filtro 3), o 75 596 pb (Filtro 4)
cuando restringimos nuestro analisis a aquellos sitios que pasaron el Filtro 2 (Figura 1,



Tablas S2a y S2b). Sean / la longitud total de la secuencia en cuestion (e. g., 80,42 kb), u
la tasa de mutacion sobre los 8,8 Mb completos, r la relacion de la tasa de mutacion
dentro de la regiéon mas pequefia y la mas grande y s el numero de mutaciones
compartidas por AOO y la secuencia de referencia dentro de la region mas pequefia. Con
éstos, construimos el estimador Ty = s/(Iru). De igual modo, sean L el subconjunto de
los 8,8 Mb para el cual la secuencia del AOO tiene 3 X o mayor cobertura (también ~8,8
Mb), y S el nimero de mutaciones Unicas, ya sea a la secuencia de referencia o al A0O,
sobre la totalidad de las 8,8 Mb. Podemos estimar Txr con Tar = SA2Lu) y o con:

T 2sL
a=(1+2M =<1+A )
Tar 7Sl

Estimamos » comparando el nimero de mutaciones que ocurren en una Unica
rama del arbol del cromosoma Y de Karmin et al. '°, tanto dentro de toda la region de los
8,8 Mb como dentro del subconjunto de ~ 80 kb. Estos niimeros, 32 853 y 279 (238 para
el filtro 4), respectivamente, corresponden a una tasa de mutacion relativa de 0,93 (95%
IC: 0,82-1,04) (0,84 [95% IC: 0,74-0,95] para el filtro 4). Debido a que el efecto de la
seleccion es mas fuerte en las mutaciones de frecuencia mas baja, también estimamos »
usando solamente variantes compartidas, resultando en estimaciones puntuales casi
idénticas.

Finalmente, para construir un intervalo de confianza para a, muestreamos valores
de s y S a partir de distribuciones Poisson con medias iguales al nimero de mutaciones
observadas y muestreamos r//L como la razon entre dos variables aleatorias Poisson con
medias iguales a 279 (238) y 32 853, respectivamente.

Variacion funcional

Determinamos si cada mutacion se solapa con genes anotados en RefSeq y si se
superponen con la secuencia codificante (Figura 1, Tabla S3). Para cada SNVs
codificante, determinamos si la mutacion es silenciosa, resulta en cambios de la secuencia
aminoacidica, o si son mutaciones terminadoras, pero no consideramos mutaciones que
afecten el marco de lectura. Para cada mutacién no sinénima, usamos el modelo de
HumDiv de PolyPhen-2 para evaluar los cambios yendo de ancestral a derivado, y
MutationTaster para evaluar los cambios yendo de la referencia a la variante alternativa.
Reportamos los resultados de todos los sitios en los que estos programas fueron capaces
de hacer predicciones.

Resultados

Con el cromosoma Y del chimpancé como grupo externo, tres arboles distintos
podrian haber relacionado los linajes del neandertal, el haplogrupo A00, y la referencia
humana (Figura 1a). Para identificar cual de los tres era consistente con los datos, la
pregunta clave era cual de los tres posibles pares de secuencias estaban mas
estrechamente relacionados. De los 118 643 sitios (Figura 1b, Filtro 1) para los que
teniamos datos de neandertal y los alineamientos de referencia entre humanos y
chimpancés ', identificamos 24 SNV bialélicos para los que la secuencia de neandertal



comparte el alelo de chimpancé y difiere tanto del AOO como de la humana de referencia.
Por otro lado, las secuencias de chimpancé y AOO comparten solo cuatro SNVs que no
estan presentes en las otras secuencias, y las secuencias de chimpancé y humano de
referencia no comparten ninguna. En conjunto, estos datos apoyan firmemente el arbol
que coloca al Y de neandertal como el mas distantemente relacionado a los otros (Figura
1a, arbol 7). Se sabe que dos de las cuatro variantes que son inconsistentes con esta
topologia segregan entre los humanos modernos y por lo tanto su presencia es el
resultado de mutaciones recurrentes o contaminacion (Apéndice A).

Tras aclarar la topologia del arbol que relaciona a los cromosoma Y del neandertal
y del humano moderno, nuestro siguiente objetivo fue el estimar el tiempo de divergencia.
Descompusimos la TACMR, Tngr, como la suma de dos intervalos (Figura 2): la
TACMR de A00 y la referencia, Tar y el tiempo entre su ancestro comun y el ancestro
comun con el linaje neandertal, 7ym. Para estimar 7ngr, estimamos 7Tar y la relacion o =
Tnr/Tar, teniendo cuidado —al construir un intervalo de confianza— de considerar tanto
la incertidumbre en la tasa de mutacion como en el nimero esperado de mutaciones.
Debido a que los numeros de mutaciones que se acumulan en las ramas del arbol son
condicionalmente independientes uno de otro y son casi no correlacionadas con el
estimador de Tar, estimamos a 'y Tar de manera independiente (Materiales y Métodos).

Aprovechando los datos de un siberiano de aproximadamente 45 000 afios de
antigiiedad (Ust’-Ishim) °, estimamos que Tar = 275 mil afios (95% IC: 241-305 mil
afos) y estimamos « usando dos enfoques que arrojaron resultados similares. En nuestro
primer enfoque, simplemente empleamos el nimero de mutaciones compartidas por A00O
y la referencia (rama a de la Figura 2) y el nimero de mutaciones Unicas para cada una
(ramas d y e) para estimar los tiempos relativos entre divisiones. Este método es
insensible a la variabilidad en la tasa de mutacion a lo largo del cromosoma y nos llevé a
estimar a = 2,14 (95% IC: 1,64 — 2,89). En el segundo enfoque, aprovechamos la mayor
cantidad de datos disponibles para el denominador de la razon y ajustamos la estimacion
teniendo en cuenta lo heterogéneo de la tasa de mutacion a lo largo del cromosoma para
estimar a = 1,82 (95% IC: 1,40 — 2,32). Dado que la principal fuente de incertidumbre es
la limitacion en la cobertura de la secuencia del linaje neandertal, los intervalos de
confianza resultantes de los dos enfoques se superponen sustancialmente; aun asi
preferimos el primer método, ya que es mas sencillo y potencialmente menos sesgado. En
ambos casos, prescindimos de la cantidad de variantes Unicas para la secuencia de
neandertal (rama f) ya que esta rama estd enriquecida con falsos positivos debido a la
baja cobertura, el dafio en el ADN y los errores de secuenciacion.

Combinando los intervalos de confianza del bootstrap paramétrico de a 'y Tar,
estimamos 7Tnr = 588 mil afios (95% IC: 447-806 mil afios) al usar la primera estimacion
para ay Txg =499 mil afios (95% IC: 375-656 mil afios) al usar la segunda.

Por ultimo, analizamos la potencial relevancia funcional de las 146 mutaciones
que difieren entre los neandertal, A0O, y secuencias de referencia (Tabla S3). Estas
incluyeron 11 cambios no sinénimos y 1 mutacion sin sentido (Tabla 1). PolyPhen-2 **
predijo que la mayoria de la mutaciones que afectan la secuencia aminoacidica tienen un
efecto benigno, pero también predijo efectos posible o probablemente perjudiciales
asociados a las mutaciones de neandertal en PCDHI11Y (MIM: 400022) y USP9Y (MIM:
400005), una mutacién de A00 en ZFY (MIM: 490000) y una mutaciéon en humanos
modernos en KDM5D (MIM: 426000). La mutacion sin sentido en el codon 16 de



TMSB4Y (MIM: 400017) en neandertal puede provocar que su producto sea no funcional,
y MutationTaster > predice que probablemente sea perjudicial.

Discusion

Hemos estimado que el cromosoma Y del neandertal de El Sidron divergio del de
los humanos modernos hace aproximadamente 590 mil afios, un valor similar al TACMR
estimado para las secuencias de ADNmt: 400 mil afios a 800 mil afios '"'>. Esta
estimacion y la genealogia que hemos inferido, apoyan fuertemente la nocion de que el
ancestro comun mas reciente de los cromosomas Y pertenecia a la poblacion de la cual
divergieron los neandertales y los humanos modernos, rebatiendo asi tres hipdtesis
alternativas. 4 priori, el Y de neandertal podria originarse en una introgresion de una
poblacién "super-arcaica" > (Figura 3, escenario a), pero esto habria dado lugar a una
estimacion de TACMR mucho mayor. Como alternativa, podria haber pasado de los
ancestros de los humanos modernos, con posterioridad a su divergencia de los
neandertales y antes del ancestro comin mas reciente de los actuales cromosomas Y
(escenario b), o de las poblaciones humanas modernas con posterioridad a su migracion
fuera de Africa (escenario ¢). También podemos rechazar estas hipOtesis, ya que
requieren un tiempo divergencia mas reciente.

El hecho de que el cromosoma Y del neandertal que hemos descripto nunca haya
sido observado en los seres humanos modernos, sugiere que este linaje esta
probablemente extinto. Mientras que el cromosoma Y del neandertal (y el ADNmt) puede
haberse extinguido del pool de genes de humanos modernos debido a deriva genética **,
también es posible que incompatibilidades genéticas contribuyeran a su pérdida. Al
comparar el linaje neandertal con los de los humanos modernos, identificamos cuatro
diferencias codificantes con predicciones de impacto funcionales, tres mutaciones que
producen cambios en la secuencia aminoacidica y una terminadora (Tabla 1). Tres
mutaciones, en PCDH11Y, USP9Y,y TMSB4Y estan presentes solo en el linaje neandertal,
y una, en KMDS5D, esta fija en las secuencias de humanos modernos. El primer gen,
PCDHI11Y, se ubica en la region X transpuesta del cromosoma Y. Junto con su homologo
del cromosoma X, PCDHI1X, puede desempenar un papel en la lateralizacion del
cerebro y en el desarrollo del lenguaje *°. El segundo gen, USP9Y, se ha relacionado con
la actividad de proteasa especifica de ubiquitina *° y podria influir en la espermatogénesis
*7 La expresion del tercer gen, TMSB4Y, podria llegar a reducir la proliferacion celular
en las células tumorales, sugiriendo una funcién supresora de tumores **. Por ultimo, el
cuarto gen, KDMS5D, codifica una demetilasa lisina-especifica cuya actividad suprime la
invasividad de algunos tipos de cancer .

Los polipéptidos de varios genes del cromosoma Y actuian como antigenos
menores de histocompatibilidad masculino-especificos (H-Y), que podrian provocar una
respuesta inmune materna durante la gestacion. Tales efectos podrian ser importantes
impulsores de abortos secundarios recurrentes °° y podrian desempefiar un papel en el
"efecto del hermano mayor" de la orientacion sexual masculina *'. Curiosamente, los tres
genes con diferencias de cambio de aminoacidos potencialmente funcional entre las
secuencias de neandertal y las de humanos modernos son genes H-Y, incluyendo
KDMS5D, el primer gen H-Y caracterizado *%. Es tentador especular que algunas de estas
mutaciones podrian haber dado lugar a incompatibilidades genéticas entre los humanos



modernos y los neandertales y a la consiguiente pérdida de los cromosomas Y de
neandertal en las poblaciones modernas. De hecho, la reduccion en la fertilidad o en la
viabilidad de la descendencia hibrida con cromosomas neandertal Y es plenamente
compatible con la regla de Haldane, que establece que ‘cuando en la descendencia F,
[primera generacion de la cruza] de dos razas diferentes de animales un sexo esta ausente,

es raro o estéril, ese sexo es el heterocigota [heterogamético]’. **



Apéndice A
Variantes recurrentes e incompatibles y Tar

En la estimacion de Tag, inicialmente eliminamos 46 sitios para los que no habia
alineamiento con chimpancé, 70 sitios en los cuales la base de chimpancé discrepd de
ambas bases humanas, 13 sitios en los que las secuencias de chimpancé y de referencia
concordaron (con exclusion de los otros dos linajes), y 4 sitios en los que los linajes de
chimpancé y de Ust-Ishim coincidieron (con exclusion de los demas). Para los dos
primeros conjuntos, AOO difiere de la referencia, por lo que seria posible particionar el
conjunto de mutaciones de acuerdo a si son especificas a la referencia (rama d de Figura
S2) o a la unién de las ramas a y f (af). Tanto en el grupo de 46 como en el de 70, el
numero relativo de mutaciones asignadas a las ramas d y af son consistentes con los de
los sitios en los que los datos de los chimpancés eran concluyentes (los valores de p del
test exacto de Fisher son: 0,82 y 0,13).

Los 17 sitios que son incompatibles con el arbol, obedecen principalmente a
mutaciones recurrentes y reversiones. Dado que desde su ancestro comun la referencia ha
acumulado mas mutaciones que en Ust'- Ishim, es esperable que mas sitios incompatibles
unan al A0O y al Ust-Ishim que los que unen a la referencia y al A00O. De hecho, 10 de las
13 de mutaciones mapean en ramas ancestrales a la secuencia de referencia (pero no a
Ust-Ishim) en el del Proyecto 1000 Genomas. Del mismo modo, una de las otras 4
mutaciones podrian haber ocurrido en la referencia y en el A00. Nuestro enfoque no
puede detectar las mutaciones que ocurrieran en los linajes ancestrales a A0O y a K-
MS526; sin embargo, el nimero esperado de tales mutaciones es bastante pequefio.

El incluir las 116 mutaciones de los dos primeros conjuntos disminuye la

estimacion de Tar de 287 mil afios (95% IC: 252-321 mil afios) a 284 mil afios (95% IC:
249-316 mil anos) y el incluir las 11 mutaciones adicionales del tercer y cuarto conjunto,
la reduce atin mas a 275 mil afios ( 95% IC: 241-305 mil afios). Sin embargo, esta ultima
estimacion probablemente sea ligeramente sesgada a la baja debido a la imposibilidad de
observar las mutaciones que se produjeron en los antepasados del A0O y del K-M526.
Tasa de mutacion y TACMR de K-M526.
Con las correcciones descriptas anteriormente, y suponiendo que la edad de Ust-Ishim es
de 45 mil afios °, estimamos que la tasa de mutacion en la region analizada es: 0,78 x 10°
mutaciones/pb/afio (95% IC:0,71-0,89 x 10” mutaciones/pb/afio) y estimamos que la
TACMR de K-M526 es de 48.1 mil afios (95% IC: 46,4-49,6 mil afios). La correccion
efectiva, debido a las 127 mutaciones incluidas anteriormente, fue pequena.

Mutaciones recurrentes

Cuatro mutaciones eran incompatibles con el arbol ii en la Figura 1a. Los linajes
en el panel de 1000 genomas que no son A0 comparten el alelo de referencia en la
coordenadas 2,710,154, y los individuos en haplogrupos del B hasta el T comparten el
alelo de referencia en 23 558 260. Las otras dos mutaciones estaban en las coordenadas 9
386 241 y 15 024 530.



Apéndice B

La region ‘X transpuesta’ del cromosoma Y surgidé de la transposicion de un
segmento de ~3,5 Mb del cromosoma X en algiin momento posterior a la divergencia
entre los linajes humano y de chimpancé *°. Debido a la similitud de secuencias de ~ 99%,
el mapeo de secuencias breves es a menudo ambiguo en esta region, pero fuimos capaces
de usar algunas de las diferencias acumuladas en la secuencia para evaluar manualmente
las secuencias de fragmentos que mapeaban deficientemente al gen PCDHI1Y.

La mutacion probablemente dafiina a nivel funcional que en GRCh37 tiene
coordenadas 5 605 569, estd flanqueada por dos bases que difieren entre los cromosomas
X e Y, en las posiciones 5 605 520 y 5 605 622. Siete fragmentos se superpusieron a la
mutacion putativa funcional y a al menos una de estas dos bases especificas del Y, y cada
uno apoyo la presencia del alelo derivado para el linaje neandertal. Asi, a pesar del hecho
de que solo una de los siete secuencias estd mapeada con alta calidad, tuvimos suficientes
pruebas para decidir la presencia del genotipo derivado. Ademas, la tinica secuencia que
llevaba el alelo ancestral en el sitio funcional, se superponia a uno de los dos sitios de
diagnostico, y llevaba la base-X especifica.

Datos suplementarios
Los datos suplementarios incluyen dos figuras, tres tablas, y dos archivos de datos.
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Recursos Web

Los URLs para los datos presentados aqui son los siguientes:

1000 Genomes Project Y Chromosome Supporting Data,
ftp://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/voll/ftp/release/20130502/supporting/chrY/
Mutation Taster, http://www.mutationtaster.org/

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), http://www.omim.org
Polyphen2, http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml

UCSC Genome Browser, http://genome.ucsc.edu/
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Figura 1. Arbol de inferencia. a, A priori, cualquiera de tres arboles podrian haber
relacionado los cromosomas Y de chimpancé (Chimp), neandertal (Neander), A00
haplogrupo, y la referencia humana (Ref). Las mutaciones en la rama a apoyan la
topologia 7, con el linaje neandertal como grupo externo al de los humanos modernos,
mientras que las mutaciones en las ramas b y c¢ apoyan las topologias ii y iii,
respectivamente. Ramas d, e, y f corresponden a mutaciones particulares a los distintos
linajes. b, Recuento de SNV consistentes con cada rama. Las columnas se refieren a los
conjuntos de coordenadas considerados (Materiales y Métodos). Sitios incompatibles
son aquellos que no se pueden explicar por una sola mutacidén en cualquiera de los tres
arboles.

Figura 2. Estimacion de la TACMR del cromosoma Y de neandertal y moderno. La
cantidad de interés principal es Tng = Tnm + Tar. Las ramas estan etiquetadas como en la
Figura 1, y ‘M’ indica el ancestro comun mas reciente de los linajes humanos modernos.

Figura 3. Relacion del cromosoma Y de neandertal y los de los humanos modernos.
La genealogia (arbol rojo) se puede explicar parsimoniosamente como reflejo de la
divergencia de la poblaciones (arbol gris). No encontramos ninguna evidencia de: (a) un
origen super arcaico muy divergente del cromosoma Y de neandertal, (b) antiguo flujo
génico con posterioridad a la division de las poblaciones, o (¢) introgresion relativamente
reciente de un cromosoma Y humano moderno en la poblacidén neandertal.



. . . . 1
Tabla 1. Mutaciones que cambian las secuencias proteicas .

Coordenada Gen Linaje®  Sustitucion® Efecto’ Herramienta® Funcion MIM®
2,844,774 ZFY N p.Val140Ala B P2 potencial factor de 490000
p.Val331Ala B P2 transcripcion
2,847,322 ZFY A p.l1e374Thr B P2 "
p.lle488Thr PrD P2 "
p.lle565Thr B P2
4,967,724 PCDH11Y’ N p.Lys702Thr B, B P2, MT protocadherina 400022
5,605,569 PCDH11Y” N p.Ser1203Arg PrD P2 “ “
6,932,032 TBL1Y N p.Gly100Ala B, B P2,MT 400033
14,832,610 USP9Y N p.Glu62Gly PrD P2 peptidasa 400005
14,832,620 USP9Y R p.Glu65Asp B P2 " "
14,838,553 USP9Y N p.Ala162Thr B P2 " "
15,816,262 TMSB4Y N p.Ser16* PrD MT secuestro de actina 400017
21,868,167 KDM5D R, A p.Arg1445Gin B,B P2, MT demetilasa
p.Arg1388Gin B,B P2, MT 426000
p.Arg1476GIn B,B P2, MT
21,905,071 KDM5D R, A p.lle69Val PoD,B P2, MT " "
23,545,399 PRORY A p.Arg125Cys

"Por favor ver Tabla S3 y los Datos Suplementarios para informacion adicional sobre todas las mutaciones.

? Linaje(s) que tienen los alelos derivados. N, neandertal; A, A00; R, referencia.
* Miltiples listados de una sola coordenada reflejan sustituciones en diferentes transcriptos del gen.

B, Benigno; PoD, Posiblemente dafiino; PrD, Probablemente dafiino.
3 P2, PolyPhen-2 (ancestrales a derivados); MT, MutationTaster (referencia a alternativo).
% Herencia mendeliana en el Hombre (Mendelian Inheritance in Man).

" Por favor ver Apéndice B.



Chimp Ref  Chimp Neander Chimp AO00

a /d b c
f e
Neander A00 A00 Ref Ref Neander

Filtro 1 Filtro2 Filtro3 Filtro4
Sitios examinables 118,643 100,324 80,420 75,596

Sitios variables 146 126 81 74
Rama
a 24 20 13 12
b 4 4 4 4
C 0 0 0 0
d 16 14 13 11
e 22 20 17 16
f 77 66 33 30

Incompatibles 3 2 1 1
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Figura S1. Cubrimiento de secuencia. Las lineas rojas indican valores 5 desviaciones
estandar por encima de las medias. Descartamos aquellos sitios con cubrimientos que
excedian estos valores.
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Figura S2. Estimando Tagr. Los nlimeros en azul indican la cantidad de mutaciones en
los ~7.83 Mb de secuencia donde se superponen.



